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甲醛致小鼠肺D NA 蛋白质交联和
D NA 断裂效应的研究
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【摘要】目的　研究甲醛致小鼠肺DNA 2蛋白质的交联 (DNA 2p ro tein cro sslink s,D PC) 和致DNA 的断裂

作用。方法　以小鼠肺为材料, 经体外染毒后, 采用 KC l2SD S 沉淀法和单细胞凝胶电泳法检测液态甲醛染毒

后肺部提取细胞中DNA 2蛋白质交联物的含量及DNA 的断裂效应。结果　KC l2SD S 沉淀法, 低浓度的液态

甲醛 (5 ΛM , 25 ΛM ) 不能引起DNA 2蛋白质的交联 (P > 0105) , 较高浓度 (125 ΛM , 625 ΛM ) 可以引起明显的

DNA 2蛋白质的交联作用 (125 ΛM , P < 0105; 625 ΛM , P < 0101)。而单细胞凝胶电泳法显示甲醛在低浓度

(5 ΛM , 25 ΛM ) 时可以引起DNA 链的断裂 (P < 0101) , 在较高浓度 (125 ΛM , 625 ΛM ) 时可以引起交联作

用 (P < 0101)。结论　甲醛在较高浓度时可以导致明显的DNA 2蛋白质交联作用, 而在< 25 ΛM 时以DNA 断

裂为主。
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【Abstract】　Objective　To study the effect of fo rm aldehyde inducing DNA 2p ro tein cro sslink s (D PC )

and DNA dam ages in m ice lung. M ethods　M ice lung w as taken as experim en tal m ateria l, KC l2SD S assay

and com et assay w ere used to determ ine the amoun t of DNA 2p ro tein cro sslink s and effect of DNA dam ages

induced by liqu id fo rm aldehyde in vitro. Results　KC l2SD S assay show ed that fo rm aldehyde cou ld no t cause

D PC at low er level (5 ΛM , 25 ΛM , P > 0. 05) , w h ile at h igher level (125 ΛM , P < 0. 05; 625 ΛM , P < 0. 01) it

caused D PC obviously. A cco rding to com et assay, it caused DNA strand b reakage (D SB) at low level (5 ΛM ,

25ΛM , P < 0. 01) and caused cro sslink s at h igher level 125 ΛM , 625 ΛM , P < 0. 01)。Conclusion　 It w as con2
sidered that fo rm aldehyde m igh t cause D PC at h igher level, bu t at low er level (25 ΛM ) , it mo stly caused

D SB.
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　　甲醛是一种常见的装修型化学性室内空气污染

物, 也是一种生物内源性有机化合物, 因其来源广、

毒性大、污染水平高、污染时间长等特点, 已成为我

国主要的室内空气污染物之一。许多研究证实, 甲醛

具有遗传毒性和致突变性, 可以导致DNA 链断裂

(DNA strand b reakage)、DNA 2DNA 交联 (DNA 2
DNA cro sslink s , DDC ) 以及 DNA 2蛋白质交联

(DNA 2p ro tein cro sslink s, D PC)〔1〕。此研究以小鼠

肺为材料设定低、中、高浓度组, 采用 KC l2SD S 沉淀

基金项目: 国家自然科学基金面上项目 (30570799)
作者单位: 430079　武汉, 华中师范大学生命科学学院
第一作者简介: 吴凯 (1979- ) , 男, 分子生物学硕士研究生
3 通讯作者: 杨旭, E2m ail: yangxu@m ail. ccnu. edu. cn

法和单细胞凝胶电泳法相结合的方法对甲醛致

D PC 和DNA 断裂效应进行了探讨, 以期更全面和

系统地了解甲醛对DNA 的损伤作用。

1　材料与方法

1. 1　仪器与主要试剂

1. 1. 1　D PC 实验仪器与主要试剂　10% 的福尔马

林溶液 (S IGM A 公司) , 十二烷基硫酸钠 (SD S) , 蛋

白酶 K (M erk 公司) , Hoech st33258 荧光染料 (S IG2

M A 公司) , 小牛胸腺DNA (S IGM A 公司) , 低温冷

冻离心机 (Eppendof25415R )、荧光分光光度计 (F2
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4500, 日本日立) , 其他试剂均为分析纯。

1. 1. 2　单细胞凝胶电泳实验仪器与主要试剂　

D YY2III 型电泳槽 (北京市六一仪器厂) , D YY211B

型三恒电泳仪 (北京市六一仪器厂) , 低温冷冻离心

机 ( Eppendo rf25415R ) , BH 22 型 荧 光 显 微 镜

(OL YM PU S ) , 01635 cm 450 万相素数码相机

(N ikon)。10% 福尔马林溶液 (Sigm a) , 正常熔点琼

脂糖 (Shanghai) , 低熔点琼脂糖 (P rem ega) , 吖啶橙

(A. O ) , PBS 缓冲液 (无 Ca〔2+ 〕、M g2+ ) , 014% 苔盼

蓝溶液, 其他试剂均为分析纯。

1. 2　实验动物

研究所用的动物为湖北省疾病预防控制中心实

验动物中心所提供的 SPF 级昆明纯系雄性小鼠, 体

重 20g 左右。

1. 3　液态甲醛体外染毒方法

将 25 只小鼠随机分为 5 组, 脱颈致死后, 迅速

取出肺脏, 用眼科剪剪成糜状 (约 1 mm 3 的组织

块) , 2～ 3 层擦镜纸过滤。用血球计数仪计数, 细胞

数 115×106 个öm l。D PC 实验中向每个 115 m l 的离

心管中各加入 015 m l 细胞悬液, 然后加入甲醛其终

浓度分别为 5、25、125、625 ΛM , 对照组加入蒸馏水。

单细胞凝胶电泳实验中向每个 115 m l 的离心管中

各加入 015 m l 细胞悬液, 然后加入甲醛其终浓度分

别为 5、25、125、625 ΛM , 对照组加入蒸馏水。37℃水

浴锅中孵育 60 m in。

1. 4　D PC 的检测2KC l2SD S 沉淀法〔2- 6, 8〕

1. 4. 1　KC l2SD S 沉淀法的原理　SD S 可以和D PC

以及其他的蛋白结合, 而不和自由的DNA 结合, 在

向样品中加入 KC l 溶液时可使D PC 和蛋白质沉淀

下来, 而自由的DNA 留在上清液中。将上清液转移

后, 再向沉淀中加入蛋白酶 K 除去蛋白质使D PC

中的DNA 游离出来, 并用荧光法测定此DNA 的含

量以及原液中DNA 的含量, 计算交联DNA 和总

DNA 的比值, 进而得出DNA 和蛋白质的交联程

度。D PC 系数= 交联 DNA ö(交联 DNA + 自由

DNA )。

1. 4. 2　细胞的裂解　染毒后以 6 000 röm in 离心

5 m in, 去掉上清液, 用 015 m l PBS (pH = 715) 重悬

浮细胞。在制备好的肺细胞悬液中分别加入 015 m l

2% 的 SD S 溶液并轻微振荡, 然后将混合液 65℃水

浴加热 10 m in, 裂解细胞。

1. 4. 3　游离DNA 的分离　从水浴中取出加入溶

于 20 mM T ris2HC l 的 110M 的 KC l (pH = 715)

100 Λl, 将混合液 6 次穿过 1 m l 的聚丙烯枪头, 从而

使DNA 长度统一 (因DNA 片段的长度可影响该方

法的准确性)。由于 SD S 可以和游离的蛋白质及

DNA 2蛋白质交联物结合而沉淀下来, 而游离的

DNA 留在悬液中。在冰上冷冻样品 5 m in 后, SD S2
K+ 沉淀 (包括蛋白质和 D PC ) 可以形成, 然后

10 000 röm in 4℃离心 5 m in 收集沉淀, 并将上清转

入另一离心管 (5 m l)中。再加入 1m l 的清洗缓冲液

(011 M KC l, 011 mM ED TA , 20 mM T ris2HC l,

pH = 715) 重悬浮沉淀, 65℃水浴加热 10 m in, 冰上

骤冷 5 m in, 如前述离心, 如此清洗 3 次, 每次都将

上清转入上述离心管中。

1. 4. 4　D PC 中结合DNA 的分离　最终的沉淀重

悬浮于 015 m l 的清洗缓冲液中, 然后加入 015 m l

的蛋白酶 K (014 m göm l, 溶于清洗缓冲液中配制) ,

50℃消化 3 h, 从水浴中取出冰上骤冷 5 m in,

12 000 röm in 4℃离心 10 m in, 收集上清液 (其中包

括D PC 中的DNA )。

1. 4. 5　D PC 的定量　先制作DNA 浓度的标准曲

线: 用清洗缓冲液配制终浓度分别为 0、100、300、

500、750、1 000、1 500、2 000、3 000、5 000 ngöm l

的小牛胸腺DNA 标准液, 紧接着加入 1 m l 新鲜配

制的 400 ngöm l 的荧光染料 Hoech st33258, 使终浓

度为 200 ngöm l, 置于暗处 30 m in, 用 F24500 型荧

光分光光度仪在 353 nm 激发光和 455 nm 发射光

下测得各浓度的荧光值, 制备标准曲线 (图 1)。将染

色后的样品用 F24500 型荧光分光光度计测定其荧

光值, 根据标准曲线来定量交联 DNA 和自由

DNA , 再计算D PC 系数。

图 1　D NA 浓度的标准曲线

1. 5　单细胞凝胶电泳

1. 5. 1　单细胞凝胶电泳的原理〔7〕　在细胞核中,

DNA 是环状附着在核基质上, 在细胞裂解过程中,

核基质被溶解、抽提,DNA 则仍保留一核样结构, 在

碱性条件下, DNA 双链解旋成单链, 如果DNA 链

上存在缺口, 其超螺旋变得松弛。如果细胞未曾受到

污染物所致的损伤, 核DNA 经荧光染色后基本核

呈圆形; 如果细胞曾经受到DNA 断裂剂的损伤, 核

DNA 所产生的断片在电场力的作用下向阳极移动,
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经荧光染料染色后, 形如彗星。若断裂剂的浓度越

高, 则 核 DNA 断 片 越 多, 电 泳 后 彗 尾 ( T a il

m om en t) 越长, 尾部DNA 的含量 (T a il DNA % ) 也

就越多; 如果该种污染物在高浓度同时具有DNA

交联剂的作用, 则断片之间可以形成交联得到固定,

在凝胶中不易向阳极移动, 反而出现彗尾减短, 尾部

DNA 的含量 (T a il DNA % )降低的现象。

1. 5. 2　实验方法〔8- 10〕　①染毒后以 6000röm in 离

心 5 m in, 去掉上清液, 用 015 m l PBS (pH = 715) 重

悬浮细胞。②在完全磨毛的载玻片 ( 75 mm ×

25 mm ) 上铺第一层 180 Λl 质量分数为 1% 的正常

熔点的琼脂糖 (NM A ) ; 待其凝固后, 铺第二层

100 Λl质量分数为 110% 的低熔点琼脂糖 (LM A ) 和

细胞悬液的混合液 (体积比为 3∶1) ; 第二层凝胶固

化后, 铺第三层质量分数为 018% 的低熔点琼脂糖

100 Λl。固化条件均为 4℃, 时间为 10 m in。③将制

备的凝胶放入冷的裂解液 (215M N aC l, 100ΛM N a2

ED TA , 10 ΛM T ris, 1% 十二烷基肌氨酸钠, 1%

T ritonX2100, 10% DM SO , pH 10) 中, 4℃下裂解

2 h。④再放入蒸馏水中漂洗 3 m in, 以洗去凝胶表面

的盐分, 再放入电泳槽中。将新鲜配置的电泳缓冲液

(1 ΛM N a2ED TA , 300 ΛM N aOH , pH 13) 倒入电泳

槽, 约覆盖过载玻片 0125 cm , 盖上盖子, 静置 20m in

使双链DNA 解螺旋。调节电泳液液面高度, 于 13

V 115 mA 下电泳 20 m in。⑤电泳完毕, 取出载玻片

浸入 014M T ris 缓冲液 (pH 715) , 中和 30 m in。用吖

啶橙 (20 m göl) 染色 5m in, 双蒸水洗掉表面的染料,

24 h 内在荧光显微镜下观察。

1. 5. 3　实验数据统计分析　分析不同浓度甲醛作

用下单个细胞的拖尾率。通过荧光显微镜观察细胞,

并由数码相机拍摄, 在电脑上用CA SP 彗星图象分

析软件 (从 h t tp: ööwww. casp. of. p lö下载) 自动分

析。分析指标为国际公认的T ailDNA % 和T ail

m om en t。实验测得的数据用Sigm aP lo t9. 0统计分

析软件分析, 作成组资料双尾 t 检验, 并作图。

2　实验结果

2. 1　液态甲醛致D PC 效应

当甲醛浓度为 5ΛM 和 25ΛM 时, DNA 2蛋白质

交联含量与对照组 (加入蒸馏水)相比没有显著性差

异 (P > 0105) ; 当甲醛浓度为 125 ΛM 和 625 ΛM
时,D PC 含量与对照组相比有显著性差异 (125 ΛM ,

P < 0105; 625 ΛM , P < 0101, 图 2)。该结果反映: 甲

醛在低浓度时, 不引起DNA 2蛋白质交联作用, 或交

联不明显; 随着浓度升高时, 甲醛能够显著地诱导

D PC 的产生。

图 2　液态甲醛体外染毒致D PC 效应

(3 表示 P < 0105, 与对照组有显著性差异; 3 3 表示 P

< 0101, 与对照组有极显著性差异)

2. 2　单细胞凝胶电泳检测D PC 和DNA 断裂的结

果

该实验结果 (见彩插图 3 甲醛染毒后肺部细胞

DNA 的彗星图) , 图 4, 表 1 表明甲醛在低浓度 (5

ΛM , 25 ΛM ) 时主要以引起肺细胞DNA 链的断裂

为主 (P < 0101) , 而在较高浓度 (125 ΛM , 625 ΛM )

时, 则主要引起交联作用 (P < 0101) , 这主要是由于

断裂的DNA 大部分与蛋白质发生了交联, 实验结

果与D PC 实验结果相吻合。

图 4　A: 甲醛浓度与尾部百分D NA; B: 甲醛浓度与尾矩

(3 3 表示 P< 0101, 与对照组有极显著性差异)
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表 1　不同浓度甲醛对小鼠肺部细胞DNA 的断裂作用

液态甲醛浓度 (ΛM ) T ail DNA % (xθ±s) T ail mom ent (xθ±s)

0 10. 90778±0. 83661 1. 51992±0. 2479

5 23. 37404±0. 95024 4. 15416±0. 25885

25 34. 55351±1. 40572 8. 96766±0. 65968

125 18. 85256±0. 82481 3. 26349±0. 27096

625 8. 25933±0. 66309 0. 89355±0. 10252

3　讨论

甲醛具有广泛的遗传毒性, 其主要和直接的遗

传毒性效应就是损伤DNA , 进而形成D PC。D PC 的

存在阻滞了DNA 的正常转录和复制, 会导致染色

体断裂、缺失, 基因突变和细胞的死亡。因此W HO

在其文件中指出〔W HO , 2002〕D PC 可以作为机体

潜在突变的分子标志物〔11〕。

甲醛是醛类化合物中最简单的小分子, 其毒性

效应的一个重要方面是源于它的羰基亲电性和较小

的空间位阻, 使其易于攻击核酸产生断裂。已有不少

研究证实, 甲醛可以引起机体抗氧化系统的损害如

超氧化物歧化酶 (SOD )、过氧化氢酶 (CA T )、谷胱

甘肽过氧化物酶 (GSH 2PX ) 活性的降低, 还原型

GSH 的耗竭; 甲醛进入细胞后可以打开线粒体上的

线粒体渗透性转运通道, 抑制线粒体的呼吸作用, 产

生更多的活性氧自由基 (RO S) , 使得细胞或机体内

的氧化压力增加〔12〕。即甲醛可以通过多种途径破坏

机体的氧化平衡状态, 使得机体内的 RO S 水平增

加, 进而对核苷酸进行攻击产生DNA 断裂。甲醛损

害生物体抗氧化系统或作为抗氧化酶的抑制剂, 也

间接导致 D PC 的增加。例如甲醛引起的还原性

GSH 耗竭, 抑制谷胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧

化酶等抗氧化酶的活性, 使羟自由基和氧自由基清

除不力, 导致D PC 含量的增加〔13〕, 因此可以考虑用

DNA 2蛋白质交联和红细胞 GSH 含量作为“内暴露

生物标志物”, 在体内或体外甲醛先与蛋白质或核酸

上的自由的氨基反应生成不稳定的羟甲基加合物,

然后再进一步与核酸或蛋白质反应形成稳定的交联

物。甲醛所致D PC 主要是由组蛋白上的赖氨酸残基

和DNA 上的鸟嘌呤共价结合而成, 其过程是甲醛

先和赖氨酸或鸟嘌呤上的一级胺结合形成羟甲基中

间体, 该中间体再脱去一分子水形成亚甲基 Sch iff

碱, 最后在赖氨酸和鸟嘌呤之间形成亚甲基桥。有研

究表明, 甲醛仅能与DNA 单链发生作用形成D PC,

提示D PC 只可能在转录或复制的过程中形成。D PC

的 主 要 形 式 可 表 示 为: h istone2N H 2CH 22N H 2
DNA〔14, 15〕。

肺是哺乳动物呼吸系统中最重要的部分, 由实

质组织和间质组成。前者包括支气管树和肺泡, 后者

包括结缔组织、血管、淋巴管和神经等。实验以小鼠

肺为材料, 进行体外染毒, 在浓度选择上跨越了低、

中、高浓度范围, 采用 KC l2SD S 沉淀法和单细胞凝

胶电泳法对甲醛引起肺部细胞DNA 2蛋白质交联效

应及其DNA 断裂作用的能力进行了探讨。实验结

果显示: 甲醛致细胞DNA 的损伤作用的方式与浓

度有关, 甲醛在低剂量时, 主要引起DNA 链的断

裂, 交联现象不明显或不诱导该现象; 随着浓度升

高, 甲醛可显著诱导D PC 的形成。这主要是因为甲

醛作用DNA 后对其攻击导致DNA 链的断裂, 随着

甲醛浓度的升高DNA 链的断裂也在升高, 甲醛又

诱导断裂DNA 与蛋白质发生交联, 所以在高浓度、

断裂的DNA 大部分与蛋白质发生了交联, D PC 系

数显著升高, 彗星实验的彗尾发生缩短, 甚至低于空

白对照组。
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新生儿破伤风。 2002～ 2003 年麻疹病例以散发为

主, 男女性别比为 1163∶1; 年龄分布以 5～ 14 岁为

主, 占总病例数的 74100% ; 职业分布以托幼儿童、

散居儿童、学生为主, 占总病例数的 90126%。2004

年发生麻疹病例 50 例, 其中两起麻疹暴发疫情报告

麻疹病例 23 例, 13 例病例无免疫史, 年龄分布为

6～ 13 岁, 病例均为学生; 实验室检测 12 例病例血

样, 麻疹 IgM 全部阳性, 风疹 IgM 全部阴性 (表 3)。
表 3　计免相关疾病前三位发病率 (1ö10 万)

病种
2002 年

发病数 发病率

2003 年

发病数 发病率

2004 年

发病数 发病率

麻疹 50 4. 26 27 2. 29 50 4. 26

百日咳 5 0. 43 1 0. 08 1 0. 08

新生儿破伤风 0 0 0 0 1 0. 08

3　讨论

3. 1　外来人员流动性大, 外来儿童家长不清楚国家

免疫规划疫苗预防的具体益处, 同时家庭经济状况

限制了计免工作的开展。外来儿童家庭中, 母亲多为

家庭妇女, 父亲从事小商品买卖居多, 收入低。街道

各社区、居委会或村、计划生育和公安等部门在办理

外来人员相关手续时未主动提供预防接种的相关知

识, 外来人员儿童国家免疫规划疫苗预防的总体接

种率低于城市本地儿童。卫生行政部门、疾控机构和

接种门诊应该重视外来人员管理工作, 指定人员从

事该项工作。

3. 2　外来人员管理是一个多部门合作的社会工程,

卫生部门要积极争取公安、工商、城建、教育、劳动、

妇联、计划生育等管理部门和外来人员管理办公室、

居民委员会、房屋出租管理等机构的支持配合, 共同

做好外来人员适龄儿童免疫预防接种工作。通过实

施外来人员登记、房屋租赁、外来人员集居地管理、

分散经营点管理等措施, 掌握城镇外来人员分布及

其移动情况, 指定专人对城市外来人员适龄儿童登

记造册。

3. 3　地段医院是外来人员儿童的国家免疫规划疫

苗预防的服务的主要力量, 除了常规的预防接种和

查漏补种, 还要健全外来人员儿童国家免疫规划疫

苗预防的数据收集系统, 及时登记造册。同时公安部

门、外来人员管理部门尤其是各社区、居委会或村具

体负责外来人员管理工作的部门要与地段医院密切

联系, 建立一种常规的工作关系, 积极为地段医院提

供流动人口情况。

3. 4　针对外来人员卫生保健意识差的问题, 疾控机

构和地段医院应采用外来人员可接受的健康教育方

式对外来人员进行宣教, 提高外来人员的自我保健

水平。免疫预防接种门诊在每次为儿童接种时, 医务

人员应主动向家长介绍免疫预防基本知识, 接受免

疫接种咨询, 详细甄别免疫接种禁忌症。

3. 5　要与当地教育行政部门协作, 实行儿童入托、

入学查验预防接种证制度, 建立春、秋两季查验儿童

免疫接种证情况通报机制, 发现缺、漏种儿童, 疾控

机构要立即补种并建证、卡、册〔3〕。

3. 6　外来人员儿童计免服务应纳入政府管理, 对相

关部门人员和经费的配制上应该考虑外来人员, 适

当增加人员和经费。卫生行政部门要建立对城镇外

来人员适龄儿童免疫服务和管理工作的督导和考核

制度, 实行奖惩分明。
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